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La pr6sente invention concerne un proc£d6 microbiologiquc pour la 
pr£paratian de la sfoum albumine bumaine (SAH) par culture d'une levure, parti- 
culi&remexrt du genre Huweromyces. modiffce par 1'utilisation des techniques de 
FADN recombinant 

5 La SAH est une proline de 585 addesaminds, d'unpoids mol£culaire - 

de 66.000 daltons, se prdsentant sous forme monom&re globulaire et non glycosylge. 
. Sa structure globulaire est maintemic par 17 ponts disulfures qui crdent une si rie s£- 
quentidle de 9 boucles doubles *. Les gines codant pour la SAH sont connus pour 
fttre hautement poiymorpbes et plus de 30 variants g£n£tiques apparemment 
10 difKremsont6t£rep6rfaparanaly^ 

Le g&nedela SAH est coup£ en 15 exons par 14 sequences introniques et comprend 
16 961 nucl£otides du site de "capping" supposl jusqu'au premier site d'addition de 
poly(A). 

L'albumine bumaine est synth6tis4e dans les bdpatocytesdufoie puis 
15 s6cr6t£e dans le flux sanguin. Cest la proline la plus abondante du sang avec une 
concentration d'euviron 40 g/litre de slrum ; fl y a done environ 160 g d'albumine 
circulanie dans le corps bumain & tout moment Le rdle le plus important de la SAH 
est de maintenix une osmolality nonnale du flux sanguin. EUe prfsente 6galement 
une capadtf exceptionnelle de liaison pour diverses substances etjoueun rdle aussi 
20 bien dans le transport endog&nede moldcules hydrophobes (tels que les st&oideset 
les sels bfliaires) que dans celui de diffcrentes substances thfrapeutiques qui peuvent 
ainsi 4tre transporties & leurs sites d'action respectifs. De plus, la SAH a 6t6 rdcem- 
ment xmpliqule dans le catabolisme des prostaglandines. 

La synthase de SAH dans les bipathocytes conduit d'abord & un pr6- 
25 curseur, la pr6pro-SAH, qui contient une sequence signal de 18 acides amines 
dirigeant k polypeptide naissant dans la voie de la sdcrftion. Cette sequence signal 
estcoup4e,probablement par un processus co-translationnel, avant que la proline 
ne soit rdaigu6e du reticulum endoplasmique. Ce premier divage prot6olytique 
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donne le prficurseur pro-SAH qui contient encore k son extrfmitfe N-terminale, un 
hexapeptide (Arg-Gly-Val-Pbe-Arg-Arg) qui tfest pas normalement present dans la 
forme mature de la SAH circulante. 

Une convertase, probablement situSe dans le corps de Golgi, enlfcve 
le propeptide au cours d'une deuxifeme fitape de protdolyse en coupant le peptide life 
& la partie N-tenninale de Faride aspartique de la SAH * 4 . Toutefois, la pro- 
albuminehumaine immature peut reprfisenterlamoitifi de celle du fluxsanguin chez 
de rares individus bfet&ozygotes qui portent une mutation hfirfiditaire dans la 
sequence du propeptide, voire meme de tome Talbuniine chez certains bomozygo- 
tes extrfimement rares 5 . L'un de ces variants est dfisignfi sous le nom de proalbumine 
Christchurch et commence avec la sequence Arg-GIy-Val-Phe-Arg-Gln-Asp- dans 
lequel la substitution Arg" 1 -> Glnempechelacoupuredu propeptide ainsimut£ 6 . 
D'autres variants appel& proalbumine lille 7 etTakefu'ont respectivementlessfi- 
quences N-terminales suivantes : Arg-Gly-Val-Phe-Arg-His-Asp et Arg-Gly-Val- 
Phe-Arg-Pro-Asp. Dans chacun des cas, la mutation observfee concerne lapaire des 
addes aminfis basiques Arg-Arg qui prScfede immSdiatement ralbumine humaine 
mature et provient du cbangement d'une seule base dans le codon arginine 5 . 

La coupure aprgs une paire d'addes amines basiques est un point 
essentiel dans la maturation (Tautres protfiines, y compris dtormones peptidiques, 
de neuropeptides et des prolines du plasma autres que la SAH * Rfecemment, il 
a it& dfecrit que la convertase qui coupe la proalbumine en albumine dans le foie est 
probablement trfes proche de la protease yscF de la levure \ Cette thiol protease, 
caldum dfependante, est codfee par le gfene KEX2 de_S- cerevisiae et est probable- 
ment lite & la membrane de l'appareil de Golgi. Elle est connue pour &tre impliqufee 
dans la maturation de la phfiromone appete facteur alpha et dans celle de la toxine 
Taller", puisque les mutants kex2 de S. cerevisiae sont incapables de couper les pro- 
protfiines respectives au niveau du couple d'addes amines basiques Lys-Arg M . De 
plus, on peut d&nontrer que Tenzyme de levure cod£ e par le gfcne KEX2 reconnalt 
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; correctement et coupe la pros£quence normale (Arg-Arg) de Talbumine in vitro T 
mais ne coupe pas la prosfcquence mut£e (Arg-Gln) de la proalbumine Christ- 
church 4 . Une convertase analogue k laprot£ase yscF a 6t6 r6cemment d£crite comme 
cod£e par le gfcne KE2LL de & lafflS u . Au vu de ce rfisultat, lacapacitfideceslevures 
5 pour maturer correctement Falbumine humaine recpmbinante et la s6cr£ter, a ix& 
testge. . 

Ualbumine. repr£sente 40 % du marcbi mondial des prolines 
plasmatiques. Son int£r£t commercial reside dans le fait que ce produit est large- 
ment utilis^ par exemple, dans des solutfe dits de remplissage pour compenser les 
10 pertes de sang au cours (facte chirurgical, d* accident ou d*h6morragie, et k des doses 
pouvant atteindre plusieurs dizaines de grammes par jour et par individu. 

Jusqu'fe present, la SAH est g£n£ralement produite par les techniques 
dassiques de fractionnement du plasma provenant de dons de sang J 2 , la consomma- 
tion mondiale ammelle de plasma dtantvoisine de 9,5 x 10* litres . EUe peut aussi 
15 fitre extraite du placenta humaih scion la technique dlcrite par J. liautaud et aL u 

Le dlveloppement du g6nie gindtique et des nouvelles techniques 
d'extractionietdepurificationaouw 

de plus haute puret£, de meiDeure stability sans contamination virale (par exemple 
hepatite B et SID A) et k un prix de revient phis faible. Toutefois,aucunproc6d£assez 

20 perf onnant bas£ sur le g6nie g£n6tique n'est aujourcTbui connu pennettant d'obtenir 
la SAH k r&helle industrielle dans des conditions teraomiquement rentables. 

Ceci est essentiellexnent dfl k Tabsence <Fun couple hdte/vecteur per- 
formant qui pennette la production importante d'une albumine s6cr6t£e, correcte- 
ment matur6e, poss£dant une structure tertiaire conforme et ayant les propri6t£s 

25 physi(X)-<*iimiques de Falbumine humaine native. 

Mfime si Utilisation de cultures de cellules de mammiferes peut ap- 
paraltre comme le choix idial pour regression des protdines humaines, le prix de 
revient fun tel proctdt serait bien supirieur au prix de vente de l'albumine 
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pharmaceutique 14 . Comme ce produit est en general present par dizaihes de 
grammes et k un coflt trt s bas, la production biotechnologique de la SAH n'apparait 
realisable qu'avec des systfemes de fermentation microbienne. 

Jusqu'fc une 6poque rdcente, la grande majorite des experiences de 
5 geniegenetiqueontutflisejLffiUcommeorganismehdtepou^ 

microbienne de proteines hdtdrologues Sconomiquement importantes. M&ne si ce 
type de proc6d6 est apparu satisfaisant pour un bon nombre de proteines hdtdrolo- 
gues, tous les efforts pour produire la SAH dans des conditions economiquement 
acceptables en utilisant cet organisme n'ont 6x6 que partiellement couronn6s de 
10 succfes. 

Uun des problfcmes majeure associe k Futilisation de E» reside 
dans le fait que cette bacterie est, dans la majorite des cas, incapable <fexcr£ter les 
proteines het£rologues dans le milieu de culture et que celles-ci s'accumulent dans 
le cytoplasme, le p6 riplasme et les membranes. La proline recherchle doit done 

15 4tre sdparge des constituants cellulaires, ce qui conduit k des proc£d£s complexes 
et coflteux. De plus, E» coli produit des endotoxines et des pyrog&nes qui peuvent 
contaminer les prolines produites. Pour cette raison, la plus grande attention doit 
fitre portde pendant la purification du taux rdsiduel d'endotoxines dans le produit 
final, sp6tialement s'il est utilise comme medicament 

20 Les proteines secret6es par leur hdte naturel perdent souvent la pro- 

priete de se replier correctement si elles sont synthetisees et accumuiees dans le 
cytoplasme. En general, la secretion est requise pour permettre la formation des 
ponts disulfides comme ceux presents dans la SAH. Le fait que la SAH produite dans 
Exfflli ne soit pas s£cr6t£e conduit ainsi & sa precipitation intracellulaire sous forme 

25 insoluble 15 . En consequence, aprfes extraction & partir des cellules bacteriennes, 
celle-d doit fitre denature puis renaturee in vitro. 

De plus, E. coli ne posside pas la machinerie cellulaire pennettant de 
realiser les modifications post-transcriptionnelles et post-traductionnelles spedfi- 
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ques des organismes eucaryotes, y compris l'homme. En ce qui concerne la SAH, il 
semble difficile d* exprixner k un taux satisfaisant dans IL £Qli le pr6curscur naturcl 
de SAH, ctest-fc-dire la pr£pro-SAH. D'autre part, des proalbumines artificielles 
dans lesquelles le gfcne de structure de la SAH a €t€ fiisionne k des signaux de 
5 secretion derives des g&nes bacteriens pac ou omp-A sont en g6n6ral matures de 
facpn incomplete M . L'expression de la SAH sans la pr£s6quence, c*est-&-dire sous 
forme Met-SAH, montre que le r6sidu methionine N-terminal n'est pas excise par 
la methionine aminopeptidase de Ei coli (MAP) U4f . En consequence, la SAH deE. 
coli n e pcut pas fetre obtenue sous forme mature invjvo et doit fctre modifiee in vitro. 
10 par coupure trypsique, afin cfexdser une sequence leader derivie d'un phage et ce 
aprfes denaturation et renaturation in vitro 17 . 

En ce qui concerne les autres hdtes bacteriens, des travaux concernant 
la secretion de SAH dans Bacillus subtilis ont €x& recemment publies 18 . Bien que 
cette etnde indique qu'un organisme procaryote tel que fi. subtilis poss&de le 
15 potentiel pour se creter des proteines humaines de haut poids mol6culaire comme la 
SAH, eOe montre aussi que Fexcretion dans le milieu de culture ne peut ttre obtenue 
qu'en utilisant des protoplastes de S- subtilis. tfest-i-dire des cellules dont la paroi 
ceEtulaire nonnale a 6t< dig^rie par traitement enzymatique. De plus, le pourcen- 
tage de la SAH modif ee est inversement proportionnel au taux de proteine produite: 
20 & des niveaux (Texpression eieves, la plus grande partie de SAH recombinante reste 
sous forme immature 1 *. En outre, aucune donbee concernant les proprietes pbysico- 
ehmriques de la SAH recombinante de B. subtilis n*a ete mcntionnee. D'autrc part 
le niveau d'excretion de SAH obtenu par ce miaoorganisme est tr&s faible au vue 
des quantites de SAH detectees par utilisation de methodes immunologiques dans 
25 les sumageants de culture 19 . 

L'utilisation de syst&mes microbiens eucaiyotes tels que les levures ou 
les champignons represente une alternative interessante ^utilisation cThdtes bacte- 
riens pour la preparation de proteines heterologues. En effet, ces organismes pos- 
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sfcdent toutes les caract£ristiques de structure et d'organisation ceUulaire des 
organismes eucaiyotes plus complexes, telles que les cellules de mammiffcre. En 
particulier, les levures sont capables de rfialiser les modifications post-transcription- 
nelles et post-transductionnelles importantes pour Factivite de nombreuses protfii- 
5 nes. En outre, les levures sontbien connues &T£chelle industrielle : elles peuvent fetre 
cultivdes k haute density ceUulaire, elles ne sont pas pathogfcnes, ne produisent pas 
d'endotoxines et sont utilises dans Pindustrie alimentaire depuis trfcs longtemps. 
Enfm, contrairement aux cellules de mammifferes, les manipulations gfinfitiques sur 
les levures sont facfles k rfialiser et les donntes de la gdndtique classique et 

10 mol6culaire sont nombreuses. 

Le terme levure est frfiquerament employd pour Saccharomyces 
cerevisiae. ou levure duboulanger, qui constitue l'une des esp&ces lesplus communes 
et les mieux connues. II est entendu dans ce qui suit que le terme levure s* applique 
k d'autres genres et n'est pas restreint k 1'espfece ^. cerevisiae. 

15 La secretion de la SAH dirigfe par son propre peptide signal sous le 

contrdle du promoteur de la chdlatine a pu &tre mise en Evidence dans & cerevisiae 
k des taux maximaux d'environ 1 % des prot6ines totales 20 . Toutefois, le materiel 
reconnu par les anticoips anti-S AH dficrit dans cette fitude reste assocte k la cellule 
et n'est pas exports dans le surnageant de culture. De plus, aucune caract£risation 

20 d£taill6e de la proline recombinants n'est rapport£e. 

La production de la SAH dans la levure de brasserie en utilisant un 
proc£d£ post-fermentaire lors de la fabrication de la bifere a figalement it€ 
mentionnfie a , De nouveau aucune donn6e quantitative ou qualitative concernant 
le produit obtenu n'a €i€ dfecrite. De plus, ce proc&te conduit k 1'expression de Met- 

25 SAH, c'est-i-dire (fun aHfele de la SAH dfimanant par l'acide amin£ methionine 
juste en amont de la sequence de 1'albumine mature. L'absence d' une sequence 
signal empSche la secretion et la maturation de la SAH recombiname et provoque 
l'accumulation d'une albumine intracellulaire dont la structure tertiaire n'a pas 6t& 
caract6ris6e. De plus, I'absence de methionine N-terminale dans le produit final n'a 
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pas 6t6 montrle. 

La prdsente invention dtait ¥ obtention de souches de levures modi- 
fies par ginie g£n£tique pouvant fetre cultiyies en masse et capable de produire et 
d*excr£ter efficacement dans le milieu de culture la SAH dans sa conformation 
5 natnreUeJ 

Un svstfeme <f expression pr6f 6r6 impliquc des levures du genre Kluv- 
veromyces comme hdte et utilise des vecteurs d6riv6s du plasmide naturel pKD 1 de 
K. manriaims var. drosophflanHn. 

Les levures du genre Khiweromyces et en particulier K maraanus 
10 (induant les vari6t£s lactis et manriaims qui, dans ce qui suit, vont fttre appeldes J£. 
lactis e^K -ftfifllis) sont des organismes importants et d'un intdr&t commercial con- 
sidiiabkdansriiKhistriebiotech^ 

exemple, pour la production commerciale de Fenzyme lactase (^-galactosidase). Ces 
; levures sont capables de croltre sur lactoserum, un sous-produit majeur de 1'indus- 

15 trie laitifcr$. Plusieurs souches de Khiweromyces sont utilises pour la production 
& grande gcfcelle de "prolines (forigines unicelhilaire" (P.O.U.) qui jouent un rdle 
important dans ralimentation du bitafl. Enfin, les organismes du genre Kluweromv- 
ces sont mentionnds sur la liste GJR-AJ5. (Generally JiecognizedAs Saf e )» Qui re- 
pr&ente un facteur important en vue de la production de produits de quality 

20 phannaceutique. 

Contrairement aux progrfcs importants rdalisds dans le domaine de 
la g£n£tique moltculaire de S- cerevisiae. les techniques de manipulation g6n6tique 
n'ont£t£ d6velqpp6esquer6cemment chez Kluyveromvces . Trois types de vecteurs 
de donage ont 6x6 dfecrits cfaez cet organisme : 

25 i) des vecteurs intfgratifs contenant des sequences bomologues de 

regions du gfinome de Kluyveromvces et qui, aprts introduction dans les cellules, 
s'intfegrent dans les chromosomes de Kluyveromvces parrecombinaiso h in vivo . L'in- 
t6gration, bien qu'itant un £v&nement tres rare nfecessitant la presence d'un 
marqueur de selection efficace, est obtenue loisque ces vecteurs ne contiennent pas 

30 de stquehce pennettant une replication autonome dans la cellule. Uavantage de ce 
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systfcme est la stability des souches transferases, c'est-i-dire le fait qu'elles puissent 
fetre cultivies dans un support nutritif normal sans le besoin d'une pression de 
selection pour le maintien des sequences intfigrfies. Uinconvdnient est toutefois que 
les g&nes int£gr6s sont seuleraent presents k une ou, au mieux, k un petit nombre de 
5 copies par cellule. Le faible dosage des g&nes rfisulte souvent en un faible niveau de 
production d'une protfiine heterologue. 

ii) des vecteurs replicatifc contenant des sequences de replication au- 
tonome (ARS) d6riviesderADNgdnomique de Kluwerornvces sp. 22 * 23 * 24 (KARS). 
De tels vecteurs ne semblent pas tr&s int&essants puisque leur segregation lors de 

10 la mitose est trfes peu homogfcne, ce qui rfisulte en leur perte k un taux eieve, mSme 
lorsque celles-ci sont cultiv£es sous pression de selection. 

iii) des vecteurs rfiplicatifs contenant des ARS derives de plasmides 
naturels de levure, soit du plasmide lineaire " killer " pGH-1 isoie deJC. lactis 2S " 26 , 
soit du plasmide circulaire pKDl isoie de & drosophilanim » * Les vecteurs conte- 

15 nant des sequences ARS d£riv£es du plasmide lineaire " killer " n*ont pas d'utilite 
pratique en vue de la production en masse de prolines het£rologues puisqu* un 
milieu nutritif particulier est necessaire k leur maintien et puisqu'ils sont perdues 
k un taux de 40-99 % dans une population donn6e aprfes seulement 15 generations, 
meme sous pression de selection 2 *. Le syst&me vecteur le plus efficace pour la trans- 

20 fonnation du genre faiiweromvces decrit jusqu'alors est derive du plasmide 
endogfcne pKDl: des constructions contenant la sequence entfere de pKDl peuvent 
fctre transfonnees k haute frequence, sont presentes dans la cellule k 70-100 copies, 
et, ce qui est le plus important, ont une stability assez eievee en conditions non 
seiectives.Neanmoim,refBcadtedesvecteursdecritsdanslademandeE 

25 demeure limitee k des applications de recherche dans la mesure oil des fermenta- 
tions k rechelle industrielle requiftrent une stabilite du plasmide pendant au moins 
40 generations. Mfime le vecteur le plus performant (P3) decrit dans la demande EP 
0 241 435 est perdu par environ 70 % des cellules d'une population donnee aprfcs 
seulement six generations en milieu non seiectif v . Bien qu'il soit techniquement 

30 possible de maintenir une pression de selection k grande echelle, Futilisation d'un 
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milieu seiectif r6sulte souvent en une density cellulaire fortemcnt diminuie, et 
nicessite le recours & des soiiches bien definies ce qui rend cette approche moins 
attrayante et plus on6reuse. De plus, la demande EP 0 241 435 ne contient pas un 
• ' seul exetnple d'expression de proline h£t£rologue d'intertt commercial. En Gait, le 

5 seulgftne*h6t6rologue"dont regression est dfimontrfe & partirde vecteurs derives 
de pKDl est le gdne l|RA3 de la levure S. cerevisiae. II reste done & prouver que 
Fintroduction dans pKDl <Tun gfcne non issu (Tune levure, par exemple un gfcne 
(Torigine xnammif&re, et sa surexpression dans Kluyveromvces n'entrainent pas une 
instability accrue du plasmide. 

10 Un objet de la prisente invention est l'obtention de nouveaux vecteurs d f ex- 

pression capables de transformer des levures du genre Khiyveromvces etpossfedant 
des caracteristiques de stabilite nettement siipirieures & celles mentionnees dans la 
demande EP 0 241 435 . H sera df montrd que les nouvelles constructions sorit 
xnaintemies it haut nombre de copies dans 85-90 % des cellules apris 50 generations 

15 de croissance en milieu non seiectifl n est ainsi possible de produire des protdines 
bdtlrologues k partir de vecteurs multicopies stables en utilisant des souches 
indusirielles du genre Klnyveromvces. qui ont 6x£ utQis£es pendant de nombreuses 
anndes en raison de leurs propri6t6s optimales de croissance et k des densitds 
celhilaires 61ev£es. 

2d La stabilite ilevte des vecteurs d6crits dans la prdsente invention a 6x6 

obtenue en exploitant pleinement les caracteristiques du plasmide pKDl. Les 
vecteuis derives de pKDl different de tous les autres vecteurs connus de Kluwero- 
myces en ce qu'Os sont caractf risfe par un svstfeme specialise de replication respon- 
sible de leur maintien stable k haut nombre de copies. En plus d'une origine de 

25 replication (ARS), ce systdme comprend deux sequences repetees-inversees, cha- 
cune de 346 nucleotides de long, et trois phases ouvertes de lecture (gdnes A, B et 
Q qui font partie integrante du plasmide * Par analogic avecle systfeme plus etudie 
du plasmide 2p de & cerevisiae qui est structurellement proche, les proteines codees 
par deux de ces gfenes (B et £ ) sont vraisemblablement impliquees dans la partition 

30 duplasntidelorsdefemitoseetpourraientj^ 
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du gfcne A codant pour une recombinase k site spidfique (FLP) 28 . H a 6t6 inontre 
que la recombinaison FLP-dependante entre les sequences r£p£tfies inverses de 
FADN de 2 jx fait passer le plasmide d'un mode de replication rfigulier (un 
doublement des plasmides 2p par division cellulaire) k un mode de replication du 
5 type • rolling aide" (amplification du nombre de copies k environ 50 copies par 
cellule) M . Cette alteration du mode normal de replication est induite aussit6t que 
le nombre de copies du plasmide devient trop bas pour penhettre la production de 
quantity suffisantes des produits des gbnes fi et £ qui agissent comme repressers 
du gfene A codant pour la recombinase FLP. Par ce mecanisme, le nombre de copies 

10 du 2 ji (et trfcs probablement de plasmides structureUement semblables tels que 
pKDl) est maintenu k des niveaux eieves de fagon autor6guiee et est independant 
de la presence d'un marqueur de selection. 

Les vecteurs pr6cedemment publies dans la demande EP 0 241 435 
soit contiennent seulementunepartie depKDl (A15) soitungine Ainterrompu (PI 

15 etP3 pour lesquelsle site declonage PstI est situe dans la sequence codantedu gfene 
A detruisant ainsi le systime de replication autor6gul6 qui est une des caracte- 
ristiques du plasmide rdsidant pKDl. Au contraire, les constructions plasmidiques 
derivees de pKDl decrites dans la presente invention respectent Tintegralite 
fonctionnelle de toutes les phases ouvertes importantes de pKDl. En consequence, 

20 la stabilite des plasmides d6crits d-aprfcs est considerablement renforcee par 
rapport aux plasmides Pi et P3 et le nombre de copies des nouveaux vecteurs est 
maintenu k un niveau eiev6 dans toute la population cellulaire. 

Dans la presente invention, le terme SAH sera utilise pour designer 
toute albumine du serum d'origine humaine ou pour toute proteine isoiee k partir 

25 de cellules de levure et presentant la meme sequence d'acides amines, la meme 
structure tertiaire et les memes proprietes physico-chimiques que la SAH naturelle 
d'origine humaine. 

La presente invention concerne la creation par genie g^ndtique de 
nouveaux vecteurs permettant la production de SAH sous une forme facilement 

30 purifiable en utilisant des cellules de levure comme hdte eucaryote microbien. Le 
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proc6d£ dc production est caract£ris£ par une excretion cfficace de SAH mature, 
native dans le milieu de culture des dites levures, ce qui facilite considdrablement 
la purification de la protiine recombinants La production de SAH est obtenue en 
cultivant des levures transformfies par un plasmide recombinant comprenant une 
5 rfgion de dimarrage de la transcription et de la traduction fonctionnant efficace- 
ment dans l*b6te et une phase ouverte de lecture codant pour la SAH pr£c£d£e d'un 
peptide signal dirigeant laprot£ine recombinante dans lavoie de slcrftion desdites 
levures. 

Selon la prlsente invention, les nouveUes constructions inclucnt des 
10 cassettes <f expression contenant le gine structural de la SAH. Les constructions sont 
habitueQement pr6par6es de fa$on s£quentielle en employant les vecteurs appro- 
pri6s, jusqu*& ce que les £l£ments indispensables St Fexpression, la s£cr6tion, ou au 
. maintien du plasmide soierjt combines pour former un vecteur qui peut alors &tre 
introduitdansle (oules)b6te(s)purifi£ (s) defa$on&exprimeretexcr6terlaprot6ine 
15 d£sir6e.LesbAtes employes sont cForigine microbiologique eucaryote, en particulier 
des levures, plus partiaili&rement des genres Saccharomvces ou Kluyveromyces et 
de preference de Vesp&ce Kluyveromyces marxianus induant toutes ses vari6t£s. en 
particulier & marxianus var. lactis. Ainsi, selon la pr£sente invention, les construe* 
tions qui sont pr6par6es et ddcrites ont valeur (fexemples dans les organismes 
20 eucaryotes <f origine microbiologique, mais sont destinies de preference & 

Les bdtes paiticuliers & employer seront pr£f£rentiellement des 
soudies industrielles stables, atteignant des bautes densit£s cellulaires dans les 
milieux apprppri6s et caract£ris6es par un niveau 61ev6 de production. 

25 La sequence codante pour la SAH peut itre obtenue de diverses 

flagons, la phis simple consistant & isoler des ARN messagers de foie humain et & 
syntWtiser leurs copies sous forme cFADN complfimentaire ( ADNc). Les sequences 
don£es peuvent ensuite itre modifies par difterentes mfitbodes telles que la 
mntflgenfese in vitro, rflongarion (Tamorces. la restriction, l'insertion d'adaptateurs 

30 ou la ligature avec des oligonucleotides de raccord. La sequence codante peut fttre 
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adaptee, par exemple, & l'usage des codons chez la levure pour optimiser Tcfficacitfi 
de la synthase proteique (traduction). 

A rextr6mit6 N-terminale de la sequence proteique, unpeptide signal 
peut fttre introduit de fagon k dinger la proteine en cours de synthase dans la voie 
de sficrt don de la cellule bdte. Cette sequence-signal peut correspondre k l'exten- 
sion N-tenninale naturelle de Palbumine ou peut Stre obtenue & partir de gfcnes de 
levure tels que ceux codant pour la phdromone alpha ou la toxine " killer \ 

De plus, une pros£quence, codant pour une autre extension peptidi- 
que, peut fetre intercalfie entre la sequence-signal de secretion et la sequence 
codante de Palbumine mature. Cette sequence est normalement jointe & la sequence 
codante par rintermfidiaire d'un site de coupure d'une protease spedfique impli- 
quant en general au moins deux acides amines de type basique , de preference Lys- 
Arg ou Arg-Arg. 

La cassette d* expression comprendra une region de d£marrage de la 
transcription et de la traduction jointe & Fextremite ^ terminate de la sequence 
codante, de fagon & dinger et k rlguler la transcription et la traduction de la dite 
s^quence-Lechobcdecesrtgionspromotric^peutvarierenfonction 
en particulier. G6n6ralement, ces sequences sont choisies panni les promoteurs 
dirivis des gfenes de levure. D'un interfit particulier sont certaines regions issues de 
gfcnes gjycolytiques de levure du type Saccharomvces ou Kluwernmvee<L telles que 
les gfcnes codant pour lapbosphogIyc£rate kinase (PGK),laglyc6raldebyde-3-phos- 
pbatedeslydrogenase,lakctase,renolase,ral^ 

de contr&le peuvent Stre modifies, par exemple par mutagSnfese in vitro, par Tin- 
troduction d'eiements additionnels de controle ou de sequences synthdtiques ou par 
des deletions. Par exemple, des Elements de regulation de la transcription, telles que 
les r£gions elites UAS ("upstream activating sequences") provenant d'un autre pro- 
moteur comme celui dugfcnefiALlQde S. cerevisiae ou LAC4 de K. lactis peuvent 
£tre utilises pour construire des promoteurs bybrides qui pennettent de dissocier la 
phase de croissance d'une culture de levures de la phase d'expression d'un gfene h6- 
terologue en fonction de la source carbonique choisi. Une region permettantune ter- 
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xninaison de la traduction ct dc la transcription fonctioimelle dans 1'hAte envisage 
sera positionn&e en 3' de la sequence codante. 

La cassette d*expression ainsi cbnstmite sera fusionn6e k un ouplu- 
• sieuis marqueurs permettant de seiectionner Tbdte transform^. Les marqueurs 

5 preferes dans la levure sont des marqueurs dominants, c*est-i-dire confSrant une re- 
sistance k des antibiotiques comme la g6n6ticine (G418) ou tout autre compose 
Unique tels <Jue des ions cuivre, dans la mesure oil ceux-ci peuvent toe utilis6s sans 
i- sp6cifidt£ cFhdte particuliire. Ces g&nes de resistance seront places sous le contrdle 

de signaux appropries de transcription et de traduction dans rhdte consider. 

10 L'ensemble constitue par la cassette d'expressionet par lemarqueur 

de selection peut 4tre utilise soft pour transformer lTbdtedirectement,soitpeut 6tre 
insert sur un plasmide vecteur. Dans le cas d'une transformation directe, des 
sequences homologues k des regions presentes sur un chromosome ou sur un 
plasmide i£sidant sont fusionnees k cet ensemble. Les dites sequences seront situdes 

15 de chaque cdte de la cassette d'expression de fa$3n& induire une insertion ausite 
bomologue par recombinaison in vivo. Si la cassette d'expression est inserte sur un 
plasmide vecteur, elle devra fttre combinee k un systfcme de replication fonctionnel 
dans rbftte consider. Un svsteme de replication prSfere pour Kluyveromyces est 
derive dn plasmide pKDL initialement isoie de K. drosophilarum Un systeme 

20 prifixl de replication pour Saccharomvces est derive du plasmide de levure 2 ji. Le 
plasmide d'expression peut contenir tout ou partie desdits systemes de replication 
ou peut combiner des elements derives de pKD 1 aussi bien que du plasmide 2ju Les 
constructions pref£r6es sont celles qui contiennent la sequence entire du plasmide 
pKDl lorsque rexpression dans Khiweromyces est recherch6e. Plus particulfcre- 

25 ment, les constructions preterdes sont celles oil le site d'insertion des sequences 
etrangeres dans pKDl est localise dans une region de 197 pbsitueeentrele site Sad 
(position 4714 de la forme B de pKDl *) et Mstll (position 154 de la forme B de 
pKDl *) ou k Fun de ces deux sites. 

Pour plus de commodity le plasmide peut etre un vecteur navette : 

30 comme tel,Q peut Stre transfere & un hdte bacterien tei que £.^q^ ou il peut £tre 
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manipuie plus facilement que dans la levure & chaque etape de construction. Dans 
ce cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans 
Th6te bacterien sont requises. D est figalement possible de positionner des sites de 
restriction qui sont uniques sur le vecteur d'expression de fagon qu'ils entourent les 
5 sequences bacteriennes. Ced pennet de supprimer Torigine de replication bacte- 
rienne par coupure et religature du vecteur avant transformation des cellules de 
levure , ce qui peut r£sulter en une augmentation du nombre de copies et en une 
stability accrue du plasmide. Des sites pratiques tels que y-GGCCNNNNNGGCC- 
3' (Sfil) ou SMSCGGCCGGa' (NotI) peuventpar exemple etre utilises dans la 
1 0 mesiire oil ils sont extrfimement rares chez la levure et g£neralement absents sur un 
plasmide d'expression. Ces sites peuvent 6tre introduits sur le vecteur par mutag£- 
nfcse dirigee par oligonucleotide ou par 1'addition <foligonud6otides de raccord 
sp^cifiques. 

Une fois termin£e la construction du vecteur d'expression, celui-ci ' 
15 sera introduit dans rhdte desire. Divers protocol es de transformation ont £t£ ddcrits ' - 
dans le cas des levures 31 . Les transfonnants peuvent alors etre mis en culture dans 
un milieu approprie en vue de la production du produit recherche. 

Si le produit recherche est la SAH excretee, il peut etre purifie de 
diverses manures & partir du surnageant de culture. II peut etre cryopr6cipit6, extrait 
20 par chromatographie d'affinite, par eiectrophof hst ou par d'autres techniques con- 
ventionnelles. La recuperation de la proteine secrdtee peut etre faite & partir d'une 
culture en " batch " ou en continu. 

Les exemples suivants , donnes k titre non limitatif, montrent com- 
ment Tinvention peut fitre mise en pratique. 

25 EXEMPLES 
Techniques generates de clonage 

Les methodes classiques de biologie moieculaire telles que la centrifiigatiori 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de cesium - bromure d'ethidium, la 
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digestion par les enzymes de restriction, r61ectrophor£se sur gel, l'ilectroilution des 
fragments <FADN k partir de gels d'agarose, la transformation dans£. &1L etc, sont 
dtaites dans la literature 

Les enzymes de restriction ont 6t€ fournies par New England Biolabs 
5 (Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham. 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont siparfs selon leur taille 
sur des gels <f agarose 0,7 % ou acrylamidc 8 % 9 purifies par 61ectro61ution, extraits 
au pb£noX pr6cipit£s k l'&hanol puis incub£s dans un tampon Tris-HG 50 mM, 
MgOj 10 mM, dithiothreitol 10 mM, ATP 2 mM, pH 7,4, en presence d'ADN ligase 

10 du phage T4 (Biolabs). 

Si ndcessaire, les fragments d'ADN ayant des extr£mit6s 5 Y pro6mi- 
nentes sont d^phosphoryids par un traitement k la phosphatase alcaline d'intestin 
. deveau(CIP,Pharmada)i3TCpendam30minutes dans le tarn 
100 mM, MgOj 1 mM, Zndj 1 mM, pH 10,5. La m£me technique est utilis6e pour 

15 la dSpbospboiylation des extr£mit6s 3' pro6minentes ou tranches, mais le traitement 
est de 15 minutes k 37°C puis de 15 minutes k 56°C L'enzyme est inactivie par 
chauffage du mdlange rlactionnel k 68°C pendant 15 minutes en presence de SDS 
1 % et de Nad 100 mM suhd d'une extraction au phdnol-chlorofonne et d'une 
pr£cipitationar6thanoL 

20 Le remplissage des extr£mit£s 5* pro6minentes est effectu6 par le 

fragment de Klenow de FADN polymerase I d'E^jjoli (Biolabs). La rdaction est 
eff ectn6e k temp6rature ambiante pendant 30 minutes dans un tampon Tris-HQ 50 
mM, dNTTfc 0,4 mM, MgS0 4 10 mM, dithiotr&tol 0,1 mM, BSA (Bovine Serum 
Albumine) 50 ug/ml, pH IX Le remplissage des extrfimitis 3' proiminentes est 

25 effectu6 en presence de FADN polymdrase du phage T4 (Biolabs) selon les recom- 
mandations du fabricant La digestion des extr£mit6s prodminentes est effectuate 
par traitement limits k la nudiase SI (BRL) selon les recommandations du 
fabricant 

La mutagdnfcse dirigge in vitro par oligod£soxynucl6otides est effec- 
30 tu6e selon la m£thode d£vetopp6e par Eckstein et coll. 34 en utilisant le kit distribu6 
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par Amersham. 

Les ADNs ligatures sont utilises pour transformer la soucbe rendue 
compdtente : E ffili MC1060 ( [Jae IPOZYA], X74, galU, galK, SUA*) ou TGI 
( Da£BmA,B],^E,lM,MD5/FlmD36,imA + B + ,la£p ,lacZ M15).UADN 
5 plasmidique est purifig k partir des transfonnants rSsistants k Tampidlline ou k la 
tetracycline selon les cas. L'extraction de TADN plasmidique est faite selon le 
protocole ddcrit dans Maniatis et colL 32 qui derive de la mdtbode de lyse alcaline 
d^crite par Birnboim et Doly 35 . Pour Paralyse rapide des plasmides, des lysats 
bactfiriens sont pr6par£s selon la mfithode de Holmes et Quigley 34 et sont analyses 
10 par 61ectrophorese sur gels d'agarose sans purification prdalable. Apr&s analyse par 
les endonucteases de restriction, les plasmides recombinants pr&entant la structure 
d£sir£e sont pr£par£s k plus grande 6chelle selon le protocole de lyse alcaline 32 k 
partir de cultures de 0,5 4 1 litre et purifies par une centrifugation isopycnique en 
chlorure de cesium. 

15 Les transformations de K» lactis avec de r ADN Stranger ainsi que les 

purifications d'ADN plasmidiques de K. lactis s ont d6crites dans le texte. 

Exemple 1 : CLONAGE D'UNE CASSETTE CONTENANT LE GENE STRUO 
TURAL DE LA pigpro-SAH 

E.1.1 Isolement d'un clone d'ADN comptementaire (ADNc) codant pour la SAH 

La construction de plasmides recombinants permettant 1'expression 
de la SAH dansjL colia 6t£ d6crite en details dans la prdcgdente demande de brevet 
EP 0198745 u m En r6sum6, l'ADNc a 6t6 obtenu k partir d'ARNm poly-A isol£s de 
foie humain selon la technique au tbiocyanate de guanidium. L'analyse de la 
sequence d'ADN a permis Tisolement de trois clones (pTIBll, pAA38 et p6D8 
figure 1) qui contenaient des fragments chevauchant du gfene structural de Falbu- 
mine et presentaient des sites de restriction communs dans les regions chevauchan- 
tes. Ces sites ont 6t£ utilises dans la reconstruction d'un done d'ADNc de la SAH 
(figure 1) qui est complet sauf pour sa sequence "prt-pro". 



20 



25 
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E.L2 Synthase de la sequence signal de la SAH 

Dans le plasmide pXL276 (figure 2), dont la construction est ddcrite 
en d£tafl dans la demande de brevet EP 0198745, la sequence codante de la SAH 
mature a it6 fusionn6e en phase an codon ATG du site de fixation des ribosomes 
5 (RBS) du gftne cH du bacteriophage lambda. Ceci a g£n6rf un site Ndel immSdia- 
tement en axnont du codon de ddmarrage de la traduction du g&ne de la SAH. 
pXL276 est utflis6 pour reconstituer la region "pr6-pro" de la SAH, laquelle se 
trouvait ttre tronqute dans FADNc juste en amont du site TaqI au niveau de 1'acide 
amin£ La reconstitution est effective en insurant un fragment d'ADN cones- 
10 pondant ft la sequence signal de la SAH sous forme de quatre oligoddoxymicl^orides 
de 33-36 bases de long (Sq32, Sq34 t Sq35 et Sq38 ; figure 2) et un fragment EcoRI- 
Ndel de 120pbprovenant de pXL276 portant des signaux d'expression degfenes d*£. 
fidi cntre les sites EcoRI et AccI du plasmide pUC8. Le site TaqI est ainsi reconstituS 
&Fune des extr£mit£s de f insertion dans ce plasmide appeld pXL290 (figure 2). Le 
15 petit fragment HindDI-Taql portant le RBS et la sequence pr£pro en amont du site 
TaqI est ligature avec le fragment Taql-PstI du clone d'ADNc de la SAH (plasmide 
plBlU contenant rextrfmitf 5* de la SAH) entre les sites Hindin et PstI de pUC8 
pour donner le plasmide pXL299 (figure 3). Le plasmide pXL322 est construit fen 
figaturant le fragment HhuHII-PvuII de pXL299, portant le RBS (site de fixation de 
20 ribosome) et la sequence pr£pro -SAH jusqtfau site PvuH avec le fragment PvuII- 
EcoRI de pXL276, portant le r£plicon et I'extr&nite 3" de la sequence codante de la 
SAH, et avec le fragment EcoRI-Hindlll de pXL276 contenant le promoteur (figure 
4). 

E.13 Creation <Fun site Hindlll en amont du codon de d&narrage dela traduction 
25 delaSAH. 

Dans le but cfobtenir une cassette prtpro- SAH pouvant fitre facile- 
ment inttgrde dans des vecteurs d'expression, le site Ndel du plasmide pXL322, 
d£oit d-dessus, est change en un site HindlH par mutagenise dirigde par oligo- 
dtoxynudfotides. A cette fin, le fragment HindlH-Bglll de pXL322 contenant 
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rextr£mit6 5' du gfcne de la pr6pro-SAH est sous-clonfi Hang Ml3mpl8 et mutage- 
nisfi par hybridation de Poligod6oxynucl6otide syntbetique 5-ATCTAAGGAAA 
TACAAQCEEATGAAGTOGGT-S* 3t la matrice simple brin (Ies sequences souli- 
gn£es et en caractfere gras repr&entent respectivement le site HindlH et le site de 
5 dfimarrage de la traduction). On obtient ainsi le plasmide pXL855 (figure 5) dont la 
sequence nucldotidique de la region mutag£nis£e est ensuite v6rifi6e. La sequence 
codantpour la SAH complete est reconstitute en insurant le fragment HindlH-PvuII 
du phage mutagfinisfi et le fragment PvuII-Hindlll, contenant l'extr£mit6 3* du gfcne 
structural de la SAH, dans le site Hindm de pUC8 pour donner le plasmide pXL869 

10 (figure 6). Ce plasmide contient done un fragment Hindm de 1,87 kb contenant le 
gfcne structural de la pr6pro-S AH complet ainsi qu'une region de 61 pb non-traduite 
k son extrfmitfi 3\ La sequence complete du fragment Hindm ainsi que la sequence 
en acides amines de la SAH recombinante sont dficrites sur la figure 7. Une cassette 
Hindm contenant le gfene structural de Met-SAH sans son signal de s6cr6tion est 

15 construiteen suivant lememeprotocole sauf qu'un dfirivfi M13 duplasmidepXL276 
estmutagSnistaraidede roUgodfioxynudfiotidesynthfetiqueS'-ATCTAAGGAAA 
TAC^AQOQATGGATGCACACAAG-y. La reconstitution de la sequence co- 
dant pour la Met-SAH complete dans pUC8 donne le plasmide pXL868 obtenu de 
fa$on simQaire au plasmide pXL869. 

20 Exemple 2 : CONSTRUCTION DE VECTEURS DE CLONAGE POUR LA LE- 
VURE 

EJL1 Isolement et purification du plasmide pKDl 

Le plasmide pKDl peut 4tre purifid & partir d'une culture en fin de 
phase exponentielle de croissance de la souche de K drosophilarum U CD 51-130 
25 (collection U.GD., University de Califoniie, Davies, CA 95616) selon le protocole 
suivant qui dfirive de celui d6crit par Fleer et coll. 37 . Une culture de 1 litre dans le 
milieu YPD (extrait de levure 1 %, Bacto-peptone (Difco) 2 %, glucose 2 %) est 
ccntrifug6e, lavfie et resuspendue dans une solution de sorbitol 1,2 M, et les cellules 
sont converties ensphfiroplastes enpr&ence de zymolyase (300;ig/ml), d*EDTA 25 
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mM, dc phosphate 50 mM et de jJ-mercapto ethanol (1 jig/ml). Apr&s lavage dans 
une solution de sorbitol 1,2 M, les sphlroplastes correspondant k 250 ml de la culture 
de depart par tube) sont resuspendus dans 2£ ml de sorbitol 1,2 M et on ajoute le 
mfixne volume de tampon Tris-HQ 25 mM, glucose 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0. 
5 Les topes suivantes correspondent auprotocoledelysealcalinedej&d6crit M ,M*ex- 
oeptionde la precipitation du surnageant en acetate de potassium qui estfaite &23°C 
pendant 15 minutes en ajoutant 14 ml cPisopropanoL Le materiel obtenu est traite 
&laRNase(50)i/ml) i37°Cpendant20 minutes puis avec la proteinase K(150;ig/ 
ml) dans une solution de Nad 04 M, sarkosyl 0,5 % et <TEDTA 25 mM pendant 1 
10 heure & 60^C Apr&s centrifugation en mioocentrifugeuse Eppendorf, les surna- 
geants sont pr£cipit6s k rethanol pendant 10 minutes k -70 D C y puis les culots sont 
dissous et FADN est purifie par centrifugation isopycnique en gradient de CsQ en 
presence de bromure (f^thidium. 

F-2.2. Construction du plasmide pCXJL 

15 . L'intenn6diairede construction pUC-URA3 (figure 8) consiste en un 

fragment HindDI de 1.1 kb contenant le gfene URA 3 de la levure S, cerevisiae insM 
dans Je site unique Narl du plasmide pUC19 M . Le fragment Hindm derive du 
plasmide pG63 * qui a 6i6 dig£r6 par Hindm puis traite par le fragment deHenow 
de r ADN polymerase I <f £. eoH pour g£n6rer des extrfmitfis tranches. Le fragment 

20 de 1,1 kb contenant le gfcne URA3 est purifie puis insert dans le plasmide pUC19 
Im-mftme coupe par Narl et traite par le fragment de Klenow de FADN polymerase 
I <TE. mil- Le plasmide pUC-URA3 contient done : une origine de replication pour 
la maintenance du plasmide dans E, coli . le marqueur de resistance k 1'ampirilline 
pour les transformations dans E. coli. le gfene lacZ contenant un poly-site de clonage 

25 (EcoRI, Sad, Kpnl, Bamffl, Xbal, Sail, SphI, Hindm comme sites uniques) et le 
gfeneI2BA2 de £. cerevisiae servant de marqueur de selection dans les mutants uraA 
dcK Jactis. 

Le plasmide pCXJl (figure 9) contient la sequence complete du 
plasmide. pKDl ins6r£e dans le site unique Aatll de pUC-URA3. Cette construction 
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a €t& obtenue en linearisant pKDl au site EcoRI puis e.n traitant ce plasmide par 
le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I d'E ffili Ce fragment d'ADN est 
ligature avec pUC-URA3 pr^c6demment coupe par Aatll et traite k la T4 DNA 
polymerase. La ligature de ces deux fragments pennet la reconstitution de sites de 
5 restriction EcoRI. Uinsertion de l'ADN de pUC-URA3 au site EcoRI du plasmide 
pKDl n'inactive aucun g&ne ndcessaire pour maintenir la stabilitfi et le nombre de 
copies du plasmide (le site EcoRI dtant situ6 k 205 nucleotides (nt) en amont du 
codon ATG du gfene IL 39 ). Par consequent, le plasmide pCXJl qui transforme les 
cellulesdeK.lactisuraA dr° 4 haute frequence, est amplifier environ 7Q-100 copies 
10 par cellule et est maintenu de fa$on stable mfeme en l'absence de pression de 
selection. GrSce k Torigine de replication apportfie par pUC-URA3, le plasmide 
pCXJl peut egalement se r6pliquer dans IL soli ce qui facilite les etapes de 
construction et de purification de plasmides. Les sites uniques de pCXJ 1 sont les sites 
Hindin et Sail du potysite de clonage de pUC19. 

15 EA3 Construction d'une fusion entre le promoteur pkl de K. lactis e t le gfene de la 
3'-aminogIycoside phosphotransferase de Tn903 

L'utilisation de pCXJl en tant que vecteur pour la transformation de 
& testis et d'autres espfcces de Kluweromvces reste limitee aux souches portant la 
mutation uraA chromosomique en tant que marqueur d'auxotrophie. Afin de 

20 pouvoir transformer des souches sauvages industrielles de Kluweromyces nous 
avons choisi le gSne de la S'-aminoglycoside phosphotransferase (ap h [3*]-I) du 
transposon bacterien Tn903 comme marqueur dominant de resistance aux antibio- 
tiques que nous avons insert dans pCXJl. Le gine de 1'aph confere la resistance k 
la kanamycine chezJLsoli et ren d les souches sauvages de levure rfisistantes k 

25 Fantibiotique G418 (geneticine), lequel est un inhibiteur puissant de la croissance 
cellulaire 40 . Pour pennettre une expression sufSsammentforte du gfenedel' aph p our 
avoir un marqueur de selection dans les transformations de & lactis. les signaux de 
transcription bacteriens du gine agLsont remplac£s4>ar le promoteur pkl isoie k 
partirduplasmide «killer»pGkl-l oukl deKkfitiS-La construction delafusion pkl- 
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aph est effective en plusieurs £tapes (figures 10 k 12). Tout d'abord un fragment 
Scal-PstI de 1,5 kb du plasmide kl est sous-clon£ entre les sites uniques Seal et PstI 
. de pBR322» le plasmide recombinant sensible k Tampicilline et resistant k la tetra- 
cycline est appete pkl -PS 1535-6 (figure 10). Le fragment sous-donfi de 1,5 kb 
, 5 provient (Tone extr£mit£ du plasmide *kfl]er» lindaire et contient la moitii 5* de la 
premi&re phase de lecture ouverte (ORF1) portfe par le plasmide kl et environ 220 
paires de bases en amort 41 . Comme le site Seal est situ 6 seulement 22 paires de bases 
de re*tr6mit£ gauche de kl (figure 10), le fragment Scal-PstI purifii k partir de gel 
cfagarose contient vraisemblablement la region promoteur entiire de ORF1. La 
' 10 digesdondepkl-I^1535^avecDdeIdonneimfragm^ntde266pbcontenantl7pb 
provenant de pBR322 k une de ses extrtmitls (proche de Seal) et les 11 premiers 
codons de ORF1 k I'antre extrimitt Aprts un traitement par le fragment de Henow 
de r ADN polymerase I d^ffili le fragment purifi6 est ins£r£ dans le site Xhol 
unique du plasmide pUC-kanl (figure 11). Ce dernier plasmide a 6t£ obtenu en 

15 insurant un fragment EcoRI de 1£5 kb contenant le gfcne aph provenant de Tn2Q2 
(Kanamydn Resistance Gene Block ™, Pharmacia) dans le site unique EcoRI de 
pUC19. Le plasmide pUC-kan2Q2 est obtenu en effectuant une digestion de pUC- 
kanlparXhal suivie (Tune digestion brive par la nuclease SI rendant les extr6mit£s 
franchespuis (Tune ligature avec le fragment Ddel de pkl-PS1535*6 rendu franc avec 

20 le fragment de Klencwde 1'ADN polymdrase I d* ILfiili (figure 11). Cette construc- 
tion pennet tTobtenir une fusion en phase entre les 11 premiers acides amines du 
gfcne ORF1 du plasmide lin&rire kl et de rextr£mit£ tronquf e en 5* du gfcne aph.de 
Tn9Q3. En fait, la jonction entre ORF1 et aph restore le douziftme codon de aph 
(AGG) de sorte que ce sont les onze premiers acides amines de aph_qui sont 

25 remplacfc par les onze premiers, acides amines de ORF1 de kl. La sequence 
complete du promoteur pkl ut3is£ pour la fusion pkl-aph ensemble avec le d£but 
du gfcne structural codant pour la aph est indiqufie sur la figure 12. 

EJL4 Construction du plasmide pKan707 

Le plasmide pKan707 (figure 13) est un d6riv6 du plasmide pCXJl 
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d£crit ci-dessus. II est construit en coupant pCXJl par HindlQ puis en traitant par 
le fragment de Klenow de PADN polymerase I d'£. coli. Le plasmide linfiaiisfi k 
extr£mit6s tranches est ensuite ligature avec un fragment Seal-Hindi de 1,2 kb 
provenant du plasmide pUC-Kan202 portant la fusion pkl-' apfr ( figure 13). La 
5 digestion de pUC-Kan2Q2 par Seal et Hindi donne une cassette de resistance k la 
kanamycine k extr£mit6s franches ne contenant plus le promoteur bact6rien d'ori- 
gine. Le plasmide obtenu, pKan707, conffere la resistance k de trfcs bauts niveaux de 
G418 (> 2yS g/1) dans les soucbes de IL lactis. Comme dans le cas de pCXJl, le 
plasmide pKan707peut fitre transform^ dans les souches de K. lactis cii^ haute frfi- 
10 quence, ampliffc £70-100 copies par cellule et maintenu de fagonstable enl'absence 
depression de selection (figure 14). Sa grande stability conjugude avec la presence 
d'un marqueur dominant efficace permettant la transformation de soucbes indus- 
trielles de Kluweromvces font de pKan707 un vecteur de clonage trfes perfonnant 
pour les levures du genre Kluyveromyces. 

,15 Exemple 3 : CONSTRUCTION DE VECTEURS D'EXPRESSION CONTENANT 
DES CASSETTES D'EXPRESSION ET/OU DE SECRETION DE V 
ALBUMINE DANS LA LEVURE 

R3.L Construction de cassettes d'expression de la Met-SAH et de la pr£pro-SAH 
sous contrdle du promoteur PGK d e & cerevisiae. 

20 Le plasmide pYG12 (figure 15) contient un fragment de restriction 

Sall-BamHI d'une taille de 1,8 kb constituS des regions promotrices et tenninatrices 
du gfene PGK de cerevisiae . Ce fragment provient d'un fragment gdnomique 
HindTTT d616t£ d'un fragment de 1£ kb correspondant au gine structural et compre- 
nant une region comprise entre l'ATG d'initiation de la traduction et le site Bgin 

25 localise 30 codons en amont du codonTAA sp£cifiant lafin de traduction 42 . Les sites 
Hindm encadrant le fragment de 1,8 kb ainsi obtenus sont ensuite dStruits et 
remplac6spar un site Sail et un site BamHI, respectivement en amont de la region 
promotrice et en aval du tenninateur PGK de transcription. Un site Hindm est 
introduit k la jonction entre regions promotrices et tenninatrices ; le site 6tant 
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unique, fl permet (Fintroduire facQement des g&nes h£t4rologues. La sequence nu- 

/ 

cteotidique de cette r6gion est indiqu6e sur la figure 15. Le fragment Hind m de 1,8 
kbprovenant duplasmidepXL868 (voir £.13) et codantpour legfcne de laMet-SAH 
est ensnite introduit dansle site Hindm du plasmide pYG12 pour donner le 
plasmide recombinant pYGlO. De £a$on analogue, le plasmide pYGll (figure 15) 
est g£n£r6 par insertion dans le plasmide pYG 12 d'un fragment Hindm provenant 
du plasmide pXL869 (voir E.13) et codant pour la prfpro-SAEL En consequence, 
deux cassettes d'expression Sall-BamHI d'une taQle d'environ 3,6 kb sont ainsi cons- 
tniites, comprcnant le promotcur du gfene PGK de S. cerevisae (P^k). sum du gfene 
codant soh pour la Met-SAH soit pour la pr£pro-SAH et enfin la region correspon- 
dant au tenninateur de transcription du gfcne PGK C^pgk)> ^gion incluant le site de 
polyad6nylation du ARNm. 

£3JZ Construction des plasmldes ^expression pYG19 et pYG23. 

Dans le but cTintroduire les cassettes d'expressions d6taD16es ci- 
dessus, dans le vecteur pKan707 rSplicatif cbez Kfayveromyces. les fragments Sall- 
BamHI de 3,6 kb et provenant des plasmides pYG 10 et p YG 1 1 sont dans un premier 
" temps sous-d6n£s dans les sites correspondants du plasmide pIC-20 43 , pour donner 
ainsi les constructions plasmidiqnes pYG18 (prdpro-SAH) (figure 16) et pYG22 
(Met-SAH). Ces constructions interm£diaires pennettent de disposer des cassettes 
<f expression Pp^/Met-SAH/Tp^ et P PGK /pr6pro-SAH/T PGK sous forme de frag- 
ments de restriction Sall-SacI directement insurables dans les sites correspondants 
de pKan707 (figure 17). La digestion de ce dernier par les enzymes Sail et Sad 
conduit & la suppression du marqueur URA3 ainsi que d'un fragment de 35 pb situ£ 
en amont du g&ne fi de pKDl. Les constructions ainsi obtenues appelies pYG19 
(pr6pro-SAH)etpYG23 (Met-SAH) (figure 18) comprennent les cassettes d* expres- 
sion Ppcb/^^/^fok* k sequence quasiment complete du plasmide pKDl de &. 
rimsciphilaniin. les s6quences permettant la replication autonome cbez E- SSiL ainsi 
que les g&nes codant pour la ^-lactamase et la 3'-aminoglycoside phosphotransferase 
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(sous controle du promoteurpk 1), permettant respectivement de s61ectionnerE.coli 
en presence d'ampicilline et K. lactis en presence de G418. 

Exemple 4 : TRANSFORMATION DE LA SOUCHE MW98-8C DE K. lactis PAR 
LES PLASMIDES EXPRIMANT LA Met-SAH ET LA prfpro-SAH 

5 E.4.1 Protocole de transformation 

Les plasmides pYG19 et pYG23 sont utilises pour transfonner hi 
souche MW98-8C falphauraAargAlysA. K + pKDl 0 ) deK. lactis 4 * Un fidiantfflon 
de cette souche a €t& ddposd au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) k 
Baara aux Pays Bas selon les dispositions du traitd de Budapest ou il a 6t6 enregistrfi 

10 le / / sous le numdro CBS 88. La transformation s'effectue soft par 
la technique deformation de sphfiroplastes initialement dficritepar Hinnen et colL 44 
et adaptge en consequence, soft en traitant les cellules entifcres par l'ac£tate de 
lithium, ce qui favorise l'incorporation (TADN en presence de polyethylene glycol 
(PEG) ^ Les modifications concernant la formation de sph£roplastes sont d6jk 

15 d£crites 46 . Lorsque la mfitbode faisant intervenir l'ac£tate de lithium est utilise, la 
croissance des cellules se fait k 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'i une density optique k 600 nm (OD^ comprise entre 0,6 et 0,8. Les cellules 
sont r£colt£es par centrifiigation k faible vitesse, lavd es dans une solution sterile de 
TE (10 mMTris HQ pH7,4, 1 mMEDTA), resuspendues dans 3-4 ml d'une solution 

20 d'acdtate de lithium (0, 1 M dans du TE) pour dormer une density cellulaire d'environ 
2 x 10 s c/ml, puis incubfies k 30°C pendant 1 heure sous agitation mod£r£e. 

Des parties aliquotes de 0,1 ml de la suspension r&ultante de cellules 
comp&entes sont incubees k 30°C pendant 1 heure en presence d'ADN et k une 
concentration finale de 35 % de PEG4000. Ap/fes un choc thermique de 5 minutes 

25 k 42°C, les cellules sont lavfes 2 fois par de l'eau stfirile, resuspendues dans 0,2 ml 
d'eau sterile et transferees dans des tubes de 10 ml. Une solution d*YPD contenant 
0,7 % d'agar et maintenue en surfusion k 46°C (5ml) est ensuite ajout6e et immedia- 
tement coulee sur boites YPD. Apr&s modification, une surcouche additionnelle de 



2635115 

25 

5 ml dc "top-agar" est ajoutfe ct Ics bottes sont incuWes k 28°C Aprfcs 18 k 24 beures 
tfincubaiion, 0,16 ml (Tune solution dc G418 (Geneticin 50 mg/ml, GIBCO, Grand 
Island, N.Y.) est 6tal6e sur les boltes et des transfonnants sont compt6s aprfcs 4-5 
jours (Tiucnbation additionnelle k 28°C. 
5 L'etalement direct des cellules sur boltes YFD + G418 (c*est-&-dire 

sans utOiser une suxcouche additionnelle de top-agar) risulte en Fapparition de 
clones de taDle plus importante pour les cellules transform6es de IC lactis. Cepen- 
dant, use concentration phis basse de G 418 (50jig/ml) est alors ndcessaire pour 
observer des colonies, ce qui entralnc la selection de mutants partiellement rdsis- 
10 * taxrts au G418 et provenant de cellules non transferases. De plus, l'efiicacite de 
transformation est au minimum lOfois phis foible que refficarite observfie aprfcs ex- 
pression phetiotypique pendant 18 k 24 beures. 

EA2 Stability mitotique des plasmides d'expression de la SAH 

La stabilitemitotique des plasmides pYG19 et pYG23 est mesuree au 
15 corns du temps apr&s croissance en milieu non seiectif ; elle est determine comme 
6tant le rapport entre les pourcentages finaux et initiaux de cellules croissant sur 
boltes YFD contenant 250 ^g/ml de G418. Comme Findique la figure 19 , les deux 
plasmides sont remarquablement stables malgrd Fexpression k ham niveau d'un 
gtne h6t£rologue : 40 k 45 % des cellules out maintenu ces plasmides aprts 40 
20 generations cellulaires en milieu non seiectif. 

EA3 Niveanx d'expression et d'excrftipn de 1'albnmine 

Les niveaux (Fexpression et <Fexcr£tion des cellules de & lactis 
MW98-8C contenant les plasmides pYG19 (prepro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) 
sont determines en fonction du temps aprfes croissance k 28°C en milieu YPDetsous 
25 agitation constante. Les surnageants de culture sont obtenus par deux centrifuga- 
tioas consecutives (5 minutes k 4000 puis 10 minutes k 12000 tours/minute) pour 
eiiminer toute contamination eventuelle par des cellules. Un echantOlon du second 
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sumageant (0,5 ml) est chauffe k 95°C pendant 15 minutes puis mdlang6 £un volume 
6gal de tampon duplication contenant 0,125 M Tris HC1, 20 % glycerol, 10 % 2- 
mercapto&hanol (p-ME), 4,6 % sodium dodecyl sulfate (SDS) et 0,4 % bleu de 
bromoph£nol. Quand une concentration des prolines presentes dans le sumageant 
est souhaitfie, 0,4 ml d'une solution k 100% p/v d'acide trichloracfitique (TCA) est 
ajoutde k 8 ml de sumageant et les prolines sont prScipitfies sur glace pendant 1 
heure. Le materiel pr6dpit6 est r6cup€r€ par centrifugation (20 minutes, 15 000 
tours/minute) puis resolubilisfi par chauffage k 95°C pendant 15 minutes dans 0,5 ml 
de tampon duplication contenant 63 mM Tris HQ , 10 % glycerol, 5 % J5-ME, 2^ 
% SDS et 0,2 % bleu de bromoph6nol. 

L'expressionintracellulaire d'albumine est d6tect6e ipartir d'cxtraits 
cellulaires prgpar6s comme suit : 0,25 ml Equivalent d'un culot cellulaire (lav6 une 
fois en tampon salin) est resuspendu dans le meme volume de tampon de lyse 
maintenu sur glace et contenant 67 mM de phosphate k pH 7, 5 mM JJ-ME, 1 mM 
ph£nylm6thylsulfonyl fluoride (PMSF), 2juM de Ieupeptine, et 2;iM de pepstatine 
A (Sigma), Aprfes addition de 0,5 ml de billes de zirconium (diam&tre 0,45 mm), stoc- 
k& en tampon phosphate (67 mM, pH 7) k 4°C, les cellules sont cassdes par 7 
p&iodes de 30 secondes avec un broyeur de cellules (Biospec Mini Bead-Beater, 
Biospec Products) entrecoup£es par des pdriodes de refroidissement de 2 minutes 
sur glace. Uefficacit6 de brqyage des cellules est supdrieure k 90 % si on en juge par 
comptage des cellules sous microscope k contraste de phase. La fraction liquide 
d£pourvue de billes de zirconium est transferee dans un tube Eppendorf et les billes 
sont lav£es 3 fois avec 0,2 ml de tampon de lyse, puis rassembtees dans le meme tube 
Eppendorf. Par centrifugation du tube pendant 15 minutes k 4°C k 12 000 g, on dfifinit 
ainsi une fraction des prolines solubles (sumageant) et une fraction de prbtdines 
insolubles (culot). Ces deux fractions sont individualists et reprises dans le mSme 
volume final d'une solution de tampon ^application aprfes dilution. Ces 6chantillons 
sont chauftes pendant 15 minutes k 95°QetappIiqu6s surungel depolyacrylamide- 
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SDS & 8,5 % pr£c£d£ (Tun gel de concentration k 5 % m % puis soumis £ une intensity 
de25 mA jusqu'i ce que k bleu de bromoph£nol atteigne le bas du gel 

La figure 20 montre le r6sultat d'une experience typique qui permet 
(TSvaluer I'expression et PexcrS tion d'albumine obtenue avec la souche de & lactis 
5 MW 9&-8C transform^ avec les plasmides pYG19 (pr6pro-SAH), pYG23 (Met- 
SAH), et pYG 25 (vecfeur d£pourvu de cassette cTexpression), aprfes croissance dans 
50 ml de milieu YPD sans G4 18 & 28°C pendant 68 heures. Chaque fchantillon cor- 
respond k 100 pi de culture originate et permet de comparer les fractions solubles, 
les fractions insolubles, et le surnageant de culture, aprfcs migration en gel de poly- 

10 aaylamide& 85 %et coloration au bleu decoomasa^^ 

migre avec de Falbumine bumaine commerciale (Signpa) servant de r£f£rence de 
poids moteculaire est detectable dans les 6chantfllons provenant des cellules trans- 
fbrmges avec les plasmides pYG19 ou pYG23 mais pas avec les cfcllules contenant 
le vecteur pYG25 qui ne contient pas le gine de la SAH. On remarquera que, alors 

15 que la quasi-totalitfi de raibumine exprim6e & partir de pYG19 (prfpro-SAH) est 
expdrtle / dans le surnageant de culture, toute raibumine produite & partir du 
plasmide pYG23 (Met-SAH) est prdsente dans la fraction des prolines cytoplasmi- 
ques non solubles. De plus, les r&ultats de la figure 20 indiquent que raibumine 
exa£t£e par les cellules contenant le plasmide pYG19 est la seule proline 

20 cxtraceHulaire prdsente en quantit&significatxves. Dans le surnageant d'une culture 
de MW98-8C transform^ avec le plasmide pYG!9, la concentration d'albumine 
peut atteindre 12 mg SAH/g biomasse. 

EAA Detection immnnologique de l'albamine produite par & lactis 

L'ideirtit£ des prolines qui co-migrent avec raibumine extraite du 
25 plasma buxnain peut fitre testfi par immuno-ddtection. A ce but, un gel de polyacry- 
Iamide est transfcrd sor-filtre.de nitrocellulose (Schleicher et Schuell, 0,45 jim) en 
utQisant un appareil de transfert semi-sec (Biomdtra) dans un tampon de transfert 
contenant 25 mM Tris base, 150 mM glycine, et 1 0 % methanol. Le temps de transf ert 
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est de 30 minutes en utilisant un courant d'environ 0,85 mA/cm 2 de surface de gel. 
Aprfcs transfert, le filtre est incub6 trois fois 5 minutes avec 50 ml de tampon A (5% 
poudre de lait 6cr&m6 t 0,2 %Tween20 en tampon PBS [137 mM Nad, 2,7 mM KQ, 
4,3 mM Naj HPOJ), suivi d'une incubation de 30 minutes dans 40 ml de tampon A 
5 contenant des anticoips polyclonaux de iapin dirigfis contf e la SAH et diluds au 1/ 
1000.Aprfcs3 ringagesdu filtre par du tampon A, un anticorps secondairebiotinyie 
reconnaissant les anticorps de lapin (Vectastain ABC - Immuno Peroxidase Kit, 
Vector Laboratories), est ajoute k raison d'une goutte pour 50 ml de tampon A. 
Apr6sinoibationdufatrependant30minutes,lefiltreestrinc63 foispardu tampon 

10 B (0,2 % Tween 20 dans PBS) puis incubfi en presence d*un complexe avidine DH/ 
peroxidase H biotinyl6e. Le complexe avidine/ peroxidase biotinyiee est prepare 
extemporanement en diluant 1 goutte de chacun des r€ actifs A et B du kit dans 5 ml 
de tampon B, aprfes incubation &23°C pendant 30 minutes. Le filtre estincub£ dans 
une dilution au 1/10 du complexe dans du tampon B (50 ml au total) pendant 30 

15 minutes. Le filtre est rincfi de nouveau par du tampon B pendant 3 pgriodes de 5 
minutes et mis a d6velopperpendant2-3 minutes dans une solution de 10 ml k 0,02% 
Hj0 2 et 10 ml d*une solution contenant 1 mg/ml de diaminobenzidine et 0,4 mg/ 
NiC^ en 0,1 M Tris HQ pH 7,4. Le r6sultat de cette experience (figure21) demontre 
que & lactis MW98-8C exprime (pYG23) et excrfete (pYG19) une proteine recon- 

20 nue par des anticorps polyclonaux anti-SAIL Ce materiel antig6nique est spedfique- 
ment associe k la presence d'une cassette d'expression de Talbumine ; il n'est pas 
detecte dans des extraits cellulaires ou des surnageants de culture des levures 
transformees avec le vecteur sans cassette d'expression. 

E.4.5 Cinetiqned'excrfiiondelaSAH 

25 Comme le montre la figure 22A (chaque echantillon correspondant 

arequivalentde 160pldesuniageantdeculture),laseCTetionderalbuminehumaine 
se fait avecune cinetique relativement lente en erlenmeyer. Les niveaux tnaximiTms 
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<Fexcr6tion semblent avoir lieu aprfes 70 & 100 heures d'incubation d'une culture 
inocutee initialement k lO 5 cellules/ml (Fig 22B, £chantillons d6pos6s correspon- 
dant & Fiquivalent de 25 jil de surnageant de culture). Aucune augmentation, ni di- 
minution, significative n'est dfitectable entre 100 et 240 heures de culture, d£mon- 
5 trant une remarquable stability de la SAH dans ces conditions de culture et de 
temperature. Puisqu'O tfy a pas cfaccumulation de matdriel prot£olys6 durant cette 
- plriode, fl peat fctre conchi qu'aucune protdase extracellulaire n'est pr&ente qui 

1 potirrait d£grader l'albumine excr6t£e. 

Une representation graphique de la cinitique d'excrltion (A), de 

10 m£me que la courbe de croissance de la soucbe MW98-8C transform6e avec le 
plasmidepYG19 (B)estmontr6eenfigure23;cesr6sultatsmontrentquerexcr6tion 
de ralbumine humaine continue aprts que les cellules ont atteint la phase station- 
naire de croissance. Cette observation est en accord avec des observations antirieu* 
resconoernant <Tautres systimes d'expression chex la levure m . 

15 ExempleS: PURIFICATION DE L4 SAH SECRETEE DANS LE MILIEU DE 
CULTURE 

Dans line experience typique de purification, la souche MW9WJC 
transfbrmde avec le plasmide pYG19 est cultiv6e en milieu YPD pendant 72 heures 
. dans ks conditions standards d£j& d6oites. Un surnageant de culture (0,5 litre) est 

20 d£banass£ de toute contamination cellulaire par centrifugation et incuW & 4°C 
pendant Uininntesenpr£sencede60%d 9 6thanol(V/V).Lepr6dpit£estr6cup6^ 
par cestxifiigation, redissous dans 10 inl d'une solution 50 mM Tris HQ pH 8,0, puis 
chargisurune colonne de bleu TrisaoyL Ualbumine humaine est £lu6e de cette co- 
lomie par line solution de Nad 3M. Aprfes dialyse des fractions contenant la SAH 

25 centre 50 }\M Tris, celles-ci sont purifi6es sur colonne MONO Q (Pharmacia), et 
61u4es A use concentration de NaQ 0,25 M Dans une dernifcre 6tape une chroma- 
tographic Superose 12 (Pharmacia) permet (Tobtenir de la SAH pure & plus de 99% 
(<T aprts les r&ultats <F61ectrophortse PAGE-SDS et coloration du gel aux sels 
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d'argen^, 

Exemple 6 : CARACTERISATION DE L'ALBUMINE SECRETEE ET PURIFIEE 

Uabsence d'un test permettant de mesurer in vitro les proprfetfes bio- 
logiques de ralbumine ne simplifie pas la procedure permettant de juger de la qualitfi 
de ralbumine recombinante. Pour cette raison, aprfes purification, 1'albumine excrf- 
t6e par & iactis est done caractfiiiste par plusieurs tests pbysico-chimiques et immu- 
nologiques. Ces tests d6montrent que Falbumine recombinante est sficritfie par & 
testis sous forme mature et dans sa configuration native : elle est indistinguable de 
la sirum albumine humaine extraite du plasma pour tous les entires. 

E.6.1 PAGE SDS : Coloration au bleu de coomassie et aux sels d'argent 

Ufilectrophorfcse est effectufie en gel de polyacrylamide (7,5 %) d£- 
naturant (figure 24 C) comme dficrit pr6c6demment; ou grfice & l'utDisation d'un 
Tbast gel" (Pharmacia, Figure 24 A). Diffi rentes quantity d'albumine recombi- 
nante ont 6t6 compares k une preparation commerciale de ralbumine standard 
(Sigma) extraite de plasma humain. La coloration du gel au bleu de coomassie 
(Figure 24 C ), ou aux sels d'argent (Figure 24 A ), montre l'homogfinfiitS totale des 
6cbantQlons d'albumine de levure. 

E.62 Isoflectrofocalisation 

Des idealisations isofilectriques sont effectufies entre pH 4,5 et 6,0 
(Phast gel, Pharmacia, figure 24 B), et pH 4,0 et 7,0 (Immobiline, LKB). Le point 
isoSlectrique de la SAH recombinante est identique k celui de la SAH humaine 
reference (pi = 4,8). 

E.63 PAGE en conditions non dlnaturantes : relation immunologique 

L* £lectrophordse de la SAH recombinante dans un gel de polyacryla- 
npde (10 %) non dfinaturant, suivi d'un transfert sur filtre de nitrocellulose et 
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, r6v£lation immunologique dans les conditions ddcrites en section E.4.4 r£v&lent une 
co-migration avec 1'albumine standard extraite du plasma humain. Ceci suggire xrbs 
fortemerit que la maturation correcte de la pr£pro-SAH recombinante a lieu lors du 
processus de s£cr£tion inherent aux cellules de& lactis . Aucune contamination avec 

5 delaSAHik>nmatur6en'estd6tectableceqrii^ 
. signal et de la region pro de la SAH s'effectue avec efficacitS dans cette levure. 

* E&4 Chromatographic d'exdusion mol&ulaire 

Une chromatographic d'exdusion mollculaire est effectu6e avec une 
Superose 12 (Pharmada). Le dibit du tampon dilution (50 xnM Tris HQ pH 8,0) 
10 est maintenu & 1 ml/minute. Les concentrations en albumine recombinante et en 
albumine rffifcrence issue du plasma humain sont de0,4et lmg/mlrespectivement 
Aprfes dtp&t <fun volume de lOOjil, Filution de Falbumine est d&ectte par mesure 
de l'absorption & 280 nm. Dans les deux cas le volume dilution est identique (11,5 
ml). 

15 Ej6£ Chromatograhie d'&hange d'anion 

L'albumine recombinante est ilufe d'une colonne Mono Q HR 5/5 
(Pharmacia) & une concentration de 03 1 M Nad, comme ralbumine rdfSrence issue 
du plasma humain. La figure 25 montre les profils chromatographiques obtenus pour 
des injections de 100 pi de SAH recombinante (0,4 mg/ml) et de SAH plasmatique 
20 (0£n^ml)utflisantime colons 
constant de 1 ml/minute. 

Chromatographic en phase Inverse 

Le comportement de F albumine de levure en phase inverse est 
analyst sur une colonne Nudeosfl (C4) avec les tampons A (eau & 0,1 % TFA)etB 
25 (arftonitrfle & 0,1 % TFA). La figure 26 repr&ente rdlutibn, par un gradient de 20 
ft 80 % de B dans A, de l'albumine de levure qui possfede le mfime temps de rftention 
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que 1'albumine plasmatique. 

E.d.7 Composition en acides amines 

La composition en acides amines de la SAH recombinante est 
dfiterminSe par chromatographic en phase inverse aprfcs hydrolyse adde (HQ) et 
5 derivatisation au PITC Les rfisultats obtenus par cette mfithode indiquent claire- 
ment une composition identique & celle de Talbumine reference issue du plasma 
bumain. 

E.6.8 Sequence N-terminale 

L'utilisation <Tun appareil automatism pennettant la degradation 
10 d*Edman (Applied Biosystems) indique que la sequence N-terniinale de la SAH 
secrfitfie par ILlastis est Asp-AIa-His-Lys-Ser-Glu-Val-Ala-His-Arg-Phe-Lys-Asp- 
Leu-Gly. La determination de cette sequence confirme done les r£sultats provenant 
des experiences d'eiectrophortse en gels natift de polyacrylamide, et dfimontre la 
maturation correcte et complete de Talbumine secrdtee par la levure K* lactis . 

15 E.6.9 Fluorescence du tryptophane 

Avecuneexdtationi295nm,r6missiondefluorescencederunique tryp- 
tophane possfcde le mSme maximum pour la SAH recombinante etl'albumine plas- 
matique (337 nm) indiquant un environnement hydrophobe identique au niveau de 
cet acide amine (figure 27). 

20 £.6.10 Stability thermique 

L'albumine reference (Sigma) et ralbiimine secrftee par la levure ont 
une cinetique identique de degradation & 75°C (figure 28) ce qui suggfere que les 
liaisons de stabilisation de la structure proteique (interactions hydrophobes et ponts 
disulfides) sont identiques dans les deux cas. 
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E.6.11 Afflnit£s vis-4-vis dc diff&rents anticorps monodonaux 

L'antig6nirit6 de Falbumine recombinante a €t€ £tudi£e avec diff6rents 
anticorps monodonaux dirigds contre 1'albumine humainc. La figure 29 montre leur 
sp£afirit£ : les anticorps HA10, HA11 et HAD correspondent k des fipitopes dont 
5 la conservation ngcessite l'int£grit6 de 1'ensemble de la molecule. Les anticorps 
HA21 f HA£HA4 f IL\3,IlA8et^ 

de ta dbalne peptidique de Fe3rtr6mit6 N i rextr6mit6 C tennin^ 

Le test utilise est un test d'inhibition dTUSA. Les diff6rents anticorps 
sont adsorbs sur des plaques de polystyrene et une courbe de fixation cfalbumine 
10 marqu6e avec la phosphatase alcaline est Stablie pour chaque anticorps, Les courbes 
'} de saturation de chaque anticorps ont une allure sigmoide et la quantity d'albumine 
marqufe correspondant & 50 % de fixation a 6t6 choisie pour 6tudier 1'inhibition de 
chacun des anticorps. 

L'inhlbitiraa6t£rfalis£eavccr6c^ 
15 comparde & celle obtemie avec un 6chant01on d'albumine plasmatique (Sigma). La 
figure 30 montre que pour les 9 anticorps testes, Talbumine recombinante est aussi 
inhibitrice que 1'albumine native. Etant donni I'extr&me sensibQiti du test, les 
diffirences observes sont minimes. 

DESCRIPTION DES FIGURES 

20 Les representations des plasmides indiqu6s dans les figures ne sont pas traces & 
r^chelle et seuls les sites de restriction importants pour les constructions sont 
indiqufa. 

Figure 1 : Construction du plasmide pXL276 contenant la sequence complete 
codant pour la Met-SAH obtenu & partir de trois clones d'ADNc (voir 
2$ texte) d£riv£s <TARNm poly-A isol£s de foie humain. 

Figure 2 : Reconstitution de la siquence signal "prdpro" de 1'albumine & partir de 
' quatre oligonucleotides synthdtiques : Construction du plasmide 
pXL290. 

Figure 3: Construction du plasmide pXL299. 
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Figure 4 : Construction du plasmide pXL322» 
Figure 5 : Construction du plasmide pXL855. 
Figure 6 : Construction du plasmide pXL869. * 
Figure 7 : Sequence nucl£ otidique et en acides amines du fragment Hindin prove- 
5 nant du plasmide pXL869 et contenant le gfene de structure de iaprfepro- 

SAH. Les fteches noires indiquent la fin des regions "prfi" et "pro". 
Figure 8: Construction du plasmide pUC-URA3. 
Figure 9 : Construction du plasmide pCXJl. 
Figure 10 : Construction du plasmide pkl-PS1535-6. 
10 Figure 11 : Construction du plasmide pUC-kan202. 

Figure 12 : Sequence nuclfiotidique du promoteur pkl k partir du site de restriction 

Seal et incluant la jonction entre ORFl et pkl et la rfigion 5' du gfcne bac- 

tdrien codant pour Faminoglycoside phosphotransferase provenant de 

Tnm 

15 Figure 13 : Construction du plasmide pKan707. 

Figure 14 :Courbede stability du plasmide pKan707 dans la soucheMW98-8C dans 

des conditions de croissance non-sdlectives. 
Figure 15 : Construction du plasmide pYGll. 
Figure 16 : Construction du plasmide pYG18. 

20 Figure 17: Construction du plasmide pYG19, 

Figure 18 : Representation des plasmides pYG19 (pr6pro-SAH) et pYG23 (Met- 
SAH). La sequence nuclfotidique fournie en dessous de chaque plas- 
mide indique la jonction entre le promoteur du gfene PGK et les gfenes 
de structure des difterentes formes de SAIL 

25 Figure 19 : Courbes de stabilitfi des plasmides pYG19 et pYG23 dans la souche 
MW98-8C dans des conditions de croissance non-sfiectives. 
Figure 20 : Gel de polyaciylamide-SDS k 8,5 % aprfcs coloration au bleu de coo- 
massie ddmontrant l'cxpression et 1'excrgtion de la SAH & partir de la 
souche MW98-8C Pistes 1 - 4 : albumine extrait du plasma humain 

30 (Sigma) diposte k des concentrations croissantes ; 0,2/ig, 0,6 ^ig, 2jig et 

6jig parpiste.pYG19 (pr£pro-SAH),pYG23 (Met-SAH) etpYG25 (vec- 
teur) : chaque piste correspond k une quantity de proline Equivalent k 
lOO^il de la culture originate (approx. 2 x 10 8 cellules/ml), a), fractions 
solubles ; b), fractions insolubles ; c), surnageant de culture. 

35 Figure 21 :Immunorfv61ation d'un gel de polyacrylamide k 7J5 % transfSrfi sur 
nitrocellulose comme d6crit dans le texte. Piste 1*5: albumine extraite 
du plasma humain (Sigma) qui a €t€ dissous dans un milieu YPD k des 
concentrations varices et pr£dpit£ avec du TCA (5 % concentration fi- 
nale) comme dgcrit Les 6chantillons de la gamme SAH ont done 6t6 
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traitEs de la m£me fa$on que les surnageants de culture. Dans les deux 
cas, les dEpdts de gel correspondent k des volumes Equivalents, 1), pre- 
cipitation k une concentration de 100 mg/1 ; 2), SO mg/1 ; 3), 25 xng/1 ; 4), 
12JS mg/1 ; 5), 0,6 mgA pYG19 (prEpro-SAH) et pYG23 (Met-SAH) : 
chaque piste correspond k une quantity de prolines Equivalent k 20)il 
de la culture originate (approx* 2 x HP cellules/ml), a), surnageant de cul- 
ture ; b), fractions insolubles ; c), fractions solubles. 
Figure 22 :Gel de polyaaylamide k 8,5 % aprts coloration au bleu de coomassie 
dEmontrant la cinEtique de PexcrEtion de la SAH k partir de la souche 
MW98-8G 

A, piste a-e : albumine extraite du plasma humain (Sigma) qui a EtE 
dissous dans du milieu YPD k des concentrations varices et prEcipitEe 
avec du TCA (5 % concentration final) comme dEcrit (voir lEgende de la 
figure 21). 1), prEcipitation k une concentration de 6 mg/1 ; 2), 12,5 mg/ 
1 ; 3), 25 mg/1 ; 4), 50 mg/1 ; 5), 100 mg/L pYG19 : excrEtion de la SAH 
k partir du plasmide pYG19 et en fonction de l'4ge de la culture, 16-61 
beures comme indiquE. Chaque EcbantQlon correspond k l'Equivalent de 
160jil de surnageant de culture. 

B» pistes a -e : albumine extrait du plasma humain (Sigma) dEposEe ides 
concentrations CToissantes; 0,4^0,6^ 0,8 jig, l,0pget 1,2 jigpar piste. 
pYG19 : excrEtion de la SAH k partir du plasmide pYG19 et en fonction 
de Fflge de la culture, 72- 240 henres comme indiquE. Chaque Echantillon 
correspond k l'Equivalent de 25 jil de surnageant de culture. 
Figure 23 : At reprEsentation graphique de la cinEtique <T excrEtion de la SAH k 
partir de la souche MW98-8C transformEe avec le plasmide pYG19et 
cultivEe en erlenmeyer comme indiquE dans le texte. La concentration de 
ralbumine dEtectEe dans le milieu de culture (mg/1) est reprEsentEe en 
fonction du temps (beures). Les rEsultats de quatreexpEriencesindEpen- 
dantes sont reprEsentEs. 

B, courbe de croissance de la souche MW98-8C transformEe avec le 
plasmide pYG19. 

Figure 24 : Techniques ElectrophorEtiques (S = standard, L - albumine de levure). 

A- PAGE-Sre(Phastgel,Pharaiada,gradient8-25%)colorationau^ 
sels (Targent S = 1 jig, L : de 0,05 k 0^5 ;ig 

B - IsoElectrofocalisation (Phast gel,pH 4,5-6,0), coloration au bleu de 
coomassie, dEpdts = Ipg. 

C - PAGE SDS (7,5 %), coloration au bleu de coomassie. 
S * 0,2 - 1,0 jxg, L - <*25-2£;ig 
Figure 25 : Chromatographie (FEchange <Tions * Mono Q (Pharmacia). En bas: 
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SAHlevure 40jig; en haut:SAH standard 50 ;ig 
Figure 26 : Chromatographic en phase inverse = Nuclcosil C4. a), SAH standard ; 
b), SAH levure. 

Figure 27 :Spectrom6trie demission de fluorescence du tryptophane. En trait plein: 
5 SAH standard ; en pointilld : SAH levure. 

Figure 28 : Stability thennique & 75°C En trait plein : SAH standard ; en pointillfc 
SAH levure. 

Figure 29 : Regions de Palbumine reconnues par les difterents anticoipsmonodo- 
naux utilises pour la caract6risation antig£nique. 
10 Figure30 : Courbes d'inhibition, vis-i-vis des neuf anticorps monoclonaux (voir 
texte) : pourcentage d'inhibition en fonction de la concentration en 
albumine (pg/ml) : □ , SAH standard ;■ , SAH levure. 
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REVENDICATIONS 

1 - Proc6d6 de preparation microbiologique de la sfirum albumine humaine 
* (SAH) ou de Tun de ses variants caract£ris6 en ce que Ton cultive une levure capable 

d'assurer le maintien stable d'une cassette d'expression comportant au moins un 
5 marqueur de selection des levures transferases, TADN du gfene de structure de 
SAHfusionnfi k des sequences permettant son expression dans la levure et 6ventuel- 
lement Texcrfition de la proline encodee par ce gfene dans le milieu de la culture. 

2 - Procfidfi selon revendication 1 caractdrise en ce que la cassette d'expression 
est int£gr£e dans le genome de la levure. 

10 3 - Troc€d6 selon revendication 1 caractfirisd en ce que la cassette d'expression 
fait partie d'un plasmide comportant un systime de replication f onctionnant dans la 
levure et assurant le maintien stable de ladite cassette dans cette levure. 

4- Proc£d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caractfirisd en ce que les 
levures sont choisies dans les genres Saccharomvces et Khiweromvces. 

15 5- Procfidfi selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract£ris6 en ce que la 
levure est choisie dans le genre Kluweromyces. 

6 * Proc£d6 selon Tune des revendications 1, 2 ou 3 caract£ris£ en ce que la 
levure est choisie panni toutes les vari6t6s de Kluweromyces marxianus, 

7 -Proc6d6 selon Tune des revendications 1,2 ou 3 caract6ris6 en ce que la 
20 levure est Kluweromyces marxianus var. lactis. 

8 - Proc6d6 selon l'une des revendications 3^7 caract&ise en ce que le systfcme 
de replication f onctionnant dans la levure est tout ou partie du plasmide pKD 1 isold 
de Kluweromyces marxianus var. drosophilamm ou tout ou partie du plasmide 2ji 
isote de Sa<?chsrpTTiy<;gs cerevisiae ou une combinaison d*616ments d6riv& du 

25 plasmide pKDletdu plasmide 2p. 

9 - Procedd selon l'une des revendications 3, 6, 7 ou 8 caract6ris6 en ce que le 
systfeme de replication fonctionnant dans la levure est tout ou partie de la sequence 
du plasmide pKDL 

10- Procddd selon Tune des revendications 3, 5, 6, 7, 8 ou 9 caract£ris£ en ce 
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qu'une cassette d'expression scion la revendication 1 ou un marqueur de selection 
est ws6t6 dans une region de 197 pb dgfinie par les sites Sad et Mstll de pKDl. 

11- Proc6d6 selon Tune des revendications 1 k 10 caract6ris£ en ce que les se- 
quences pennettant l'expression du gine de structure sont choisies parmi les 

5 pFomoteurs d6riv6es des gfcnes de levures du genre Saccharomyces ou Muweromy- 

12- Proc6d6 selon revendication 11 caract6ris£ en ce que ces promoteurs sont 
d£riv6s des gtnes glycolytiques de levures du genre Saccharomyces ou Kluyvero- 
myces » 

10 . 13 - Proc6d£ selon revendication 12 caract6ris£ en ce que les sequences 
permettant l'expression du gfcne de structure sont choisies parmi les gines codant 
pour la pbosphoglycerate kinase (PGK), la glyc6rald6byde-3-phosphate deshydro- 
ginase, la lactase, 1'enolase ou l'alcool desbydroglnase. 

14 - Proc6d6 selon revendication 13 caract6ris6 en ce que les sequences 
15 permettant rexpression du gine de structure proviennent du g&ne codant pour la 

phosphoglyc6rate kinase. 

15 - Proc6d6 selon l'une des revendications 1 & 14 caract£ris6 en ce que les 
sequences permettant Fexcrltion de la prottine h£t£rologue sont choisies parmi 
I'extension N-terminale naturelle "prtpro* de 1'albumine et les sequences obtenues 

20 k partir des gfcnes de levure codant pour la phferomone alpha ou la toxine Triller". 

16 - Proc6d6 selon revendication 15 caract&isi en ce que la sequence 
permettant rexcrgtion de la SAH est l'extension terminale naturelle "pr6pro" de Pal- 

• buxnine. 

17- Ptoc6d£ selon l'une des revendications 1 k 16 caract6ris£ en ce que les 
25 sequences permettant la selection des levures transferases sont choisies parmi les 
gfenes apportant la resistance aux antibiotiques ou aux ions cuivre. 

18 - Proc6d6 selon revendication 17 caract6ris£ en ce que la sequence de 
selection est un gine apportant la resistance i la G418. 

19 - Proc6d6 selon revendication 18 caract6ris£ en ce que la sequence de 
30 selection est une fusion entre le promoteur kl du plasmide lindaire de & testis et 
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Faminoglycoside phosphotransferase du transposon T n9Q3 . 

20 - Le plasmide pYG19 caract£ris6 en ce qu'il cornporte le plasmide pKDl, 
PADN de la prfipro-SAH, les sequences d'initiation et d'arr&t de la transcription du 
gfcne codant pour la phosphoglycfirate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

5 promoteur pkl du plasmide linfiaire kl de Kluweromyces lactis et le gfcne de la 3'- 
aminoglycoside phosphotransferase de T n903. 

21 - Le plasmide pYG23 caract6ris6 en ce qu'il cornporte le plasmide pKDl, 
FADN de la Met-SAH, les sequences d'initiation et (TarrSt de la transcription du 
gfcne codant pour la phosphoglycerate kinase et les sequences d'une fusion entre le 

10 promoteur pkl du plasmide lin6aire kl de marxianus var. lactis et le gfcne de la 
3*-aminoglycoside phosphotransferase de Tn903. 

22 - La levure & marxianus var. lactis MW98-8G 

23 - La levure IL marxianus var. lactis MW98-8C transferase par le plasmide 
pYG19. 

15 24 - La levure Kluweromvces marxianus var. lactis MW98-8C transf ormfie par 

le plasmide pYG23. 

25 - La sdrum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par le proc£d£ selon 
Fune des revendications 1 k 19. 

26 - La slrum albumine humaine lorsqu'elle est obtenue par culture dans des 
20 conditions appropriles de la levure selon les revendications 23 et 24. 

27 - Application de la s6mm albumine humaine selon les revendications 25 ou 
26 k titre de medicament 

28 - Le plasmide pKan-707. 
29 -Le plasmide CXJ1. 
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FLVII/31 



^tLysTrpValThrPhelleSerLeu^ 

AAGCTI3kTGAACn , GGGTAACCTTT^ 

1 . 11 21 31 41 51 61 71 

Ar^VspAlaHisLysSerGluValAlaHi 
CG»6ftTG(»CAaWG3U^ 
76 86 96 106 116 126 136 146 

IleAlaPheAlaGlnTyrl^UnGlnC^ 
ATTGCCTTTGCTCAGTATCTTCAGCAGT^ 
151 161 171 181 191 201 211 221 

MaXysThrC^ValAlatopGluSerA^ 

2i6 . -236 246 256 ' 266 276 286 296 

CysttirValAlAThrLeuArgGli^^ 
TOCW3U3TTGaUU7rCTTCG^ 
301 311 321 331 341 351 361 371 

GlTJCyagheLetaGljiHiaLyaAspAspAsnP roAsiiLeuP roJ^I^ri^alj^gPr oGluValAspValMe tCys 
GAATGCTTCTTGCAACAC&AAGATGACAA^ 
376 386 396 406 416. 426 436 446 

ItirA laPheH lsAapAsnGluGluThrPheLe\iLysLy 
XCTGCUTTCMrGACAATGAMSA^ 
451 ; 461 471 481 491 501 511 521 

TyrAlaProGluLaruLeuPhePheAlaLysArgTy 

526. 536 546 556 566 576 ■ 586 596 

AlaAlaCysLouLaruP r oLy s LeuAapGluLeuAr gAspGluGlyLysAlaSe r Se rAlaLysGlnAr gLeuLys 
GCAGCCTCCCTGTTGCCAAAGCTCG^ 
601 611 621 631 641 651 661 671 

CyaAla^rLei^inLyaPheGlyGluArgAlaPheLysAl aTrpAlaValAl aArgLeuSe iGlnAr gPheP ro 
TGTGKXywSTCTCXMAAATTTGGT^^ 
676 686 696 706 716 726 736 746 

LyaAlaGl riFha &laGl^alSerLysl^Val 
AAAGCTCMTTTGCaGaXGTTTCCAA^^ 
751 761 771 781 791 801 811 821 

LeuLeaGliaCyaAlaAa^ 
CTGCTTGAATGaT3CTGATT3ftJC3U^ 
826 836 846 856 866 876 886 896 

LeuLyaGluCy&CyaGli^ysProl^ 

901 911 921 931 941 951 961 971 

GCTGACTlTKETTCflTTAGCGGCTGftTTT^ 
976 . 986 996 1006 1016 1026 1036 1046 

ValPheLeuGlyltetJheLeuTyr^^ 
1051 1061 1071 1081 1091 1101 1111 il21 



Figure 7 
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PLVm/31 



AlaLysThrTyrGluThrThrl^uGluLysC^^ 
GCCAAGACATAXGAAACCACTCTAGAGA^ 
1126 1136 1146 1156 1166 1176 1186 1196 

AspGluPheLysProLeuValGluGluPro^ 
GATGAATTTAAACCTCTTGTGGAAGAGCCTCAGA7OTTAATCAA 
1201 1211 1221 1231 1241 1251 1261 1271 

GluTyrLysPheGlnAsnAlal^uI^uValArgTyrTh^ 
GAGTACAAATTCCAGAATGCGCTATTAGTT^ 
1276 1286 1296 1306 1316 1326 1336 1346 . 

GluValSerArgAsnLeuGlyLysValGlySerLy^ 
GAGGTCTCAAGAAACCTAGGAAAAGTGGGCAGC^ 
1351 1361 1371 1381 1391 1401 1411 142L 

AspTyrLeuSerVaavall^uAsnGlnl^uCy^ - 
GACTMCTATCCGTGGTCCTGAACCAGTT^ 
1426 1436 1446 1456 1466 1476 1486 1496 

CysC^sOhrGluSerLeuValAsnArgArgProCysPheSer^^ 
TGCTGCACAGAMCCTTGGTGAACAGGCGACCATGCCT 
1501 1511 1521 1531 1541 1551 1561 * 1571 

GluPh^nAlaGluThrPheThrP^ 
GAGTTTfiATGCTGAAACMTC^ 
1576 1586 1596 1606 1616 1626 - 1636 1646 * 

GlnThrMal^uValGluI^uValLysHisLysProL 
CaAACTGCACTTGTTGAGCTTGTGAAAO^ 
1651 1661 1671 . 1681 1691 1701 1711 1721 

PheAlaAlaPteValGluLysCysCy^ 

TTCGCAGCTTTTGXAGAGAAGTGCTGCMGGCTGACGATAAGGAT^ 
1726 1736 1746 1756 1766 1776 1786 1796 

ValAlaAlaSerGlnAlaAlaLeuGlyLeu*** 
GTTGCTGCAAGTCAAGCTGCCTTAGGCTTAIAAC&TCA^ 
1801 1811 1821 1831 1841 1851 1861 1871 

AAAGAAAATGAAGATCAAAAGCTT 
1876 1886 1896 
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